Overall, the predictive value of most biomarkers seems to be larger for fatal vascular events and all-cause death than for nonfatal vascular events. 12,[15][16][17][18] This finding raises the possibility that some biomarkers might be associated with serious Background and Purpose-Premature death after transient ischemic attack or stroke is more often because of heart disease or cancer than stroke. Previous studies found blood biomarkers not usefully predictive of nonfatal stroke but possibly of all-cause death. This association might be explained by potentially treatable occult cardiac disease or cancer. We therefore aimed to validate the association of a panel of biomarkers with all-cause death, particularly cardiac death and cancer death, despite the absence of associations with risk of nonfatal vascular events. Methods-Fifteen biomarkers were measured in 929 consecutive patients in a population-based study (Oxford Vascular Study), recruited from 2002 and followed up to 2013. Associations were determined by Cox regression. Model discrimination was assessed by c-statistic and the integrated discrimination improvement. Results-During 5560 patient-years of follow-up, none of the biomarkers predicted risk of nonfatal vascular events.
P revention of recurrent stroke after transient ischemic attack (TIA) or ischemic stroke tends to be the main focus of initial investigations and treatment. However, premature death after TIA or stroke is more likely to occur as a consequence of heart disease or cancer than of stroke. [1] [2] [3] Indeed, both occult heart disease 4, 5 and occult cancer 6, 7 are also often causally associated with incident TIA and stroke. Currently, a full diagnostic work-up for occult cardiac disease or cancer is not recommended for all patients with TIA or stroke. However, early diagnosis might allow effective treatment or even cure.
Previous studies have reported on the prognostic value of various biomarkers related to different disease pathways, such as inflammation, cardiac function, or thrombosis, for cardiovascular events and death in subjects with and without preexistent cardiovascular disease. [8] [9] [10] [11] However, work investigating the value of biomarkers for recurrent vascular events or death after TIA and stroke has been conflicting.
12-14

Blood Sampling and Processing
We analyzed a panel of biomarkers related to inflammation (ie, IL6, C-reactive protein [CRP] , neutrophil-gelatinase-associated lipocalin [NGAL] , soluble TNF-α receptor-1 [sTNFR-1]), thrombosis (ie, thrombomodulin, fibrinogen, P-selectin, D-dimer, von Willebrand factor antigen [vWF] , protein-Z), atherogenesis (ie, antiphosphorylcholin), cardiac function (ie, n-terminal pro-B-type natriuretic peptide [nt-proBNP]), cardiac or neuronal function/injury (ie, neuron-specific enolase, heart-type fatty acid-binding protein [HFABP] ), and neural regeneration (ie, brain-derived neurotrophic factor). Samples were taken as soon as possible after the event while either the patient was an inpatient or attending the OXVASC outpatient emergency TIA and stroke clinic. In a consecutive series of 80 patients, biomarkers were measured also at the 1-year follow-up examination. A detailed description of assay methods is given in the Methods in the online-only Data Supplement.
The intra-and interassay coefficients of variation of each assay are shown in Table II in the online-only Data Supplement. All assays were performed blind to study status.
Statistics
Continuous data were given as mean (SD) or median (interquartile range) as appropriate, and categorical data were given as n (%). For analysis of categorical data the χ 2 test or Fisher exact test and for analysis of continuous data the Mann-Whitney U test was used, as appropriate. Correlations of biomarkers or of biomarkers and age were calculated by Spearman rank correlations. For survival analysis, Cox proportional hazard models were used. Model discrimination was determined by c-statistics by calculating the area under receiver operating characteristic curve and the integrated discrimination index. 26, 27 Model calibration was tested with the Hosmer-Lemeshow test with 10 risk groups. All calculations were done using SPSS 20.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). A detailed description of the statistical methods is given in the Methods in the online-only Data Supplement.
Results
Nine hundred twenty-nine consecutive eligible patients with TIA (n=436) or minor stroke (n=493) were recruited from 2002 to 2007 and followed up until 2013. The median age at entry was 74 years (64-83), and 469 (51%) were female ( Table 1) . The median time from event to sampling was 5 days (interquartile range, 2-12). During 5560 patient-years of follow-up (median=6.4 years; interquartile range=3.6-8.4), 200 recurrent events occurred (148 ischemic strokes and 52 myocardial infarctions), of whom 31 died within 30 days of the recurrent event (20 strokes and 11 myocardial infarctions). Overall, 361 (39%) patients died during follow-up: 151 (42%) of a vascular cause, 184 of a nonvascular cause, and 26 of uncertain cause.
Biomarker levels are given in Table 2 . Samples were analyzed with a multiple immunoassay system and by using specific assays for thrombotic markers (with the exception of thrombomodulin, which was included into the multiple immunoassay system), nt-proBNP and antiphosphorylcholin antibodies. For analysis with the 2 arrays of the multiple immunoassay system 55 had insufficient sample volumes or were lost because of assay failure. Nt-proBNP was measured in 886 patients after exclusion of 43 samples with insufficient sample volume. Thrombotic markers (with the exception of thrombomodulin) were measured in a maximum of 735 patients after further exclusion of cases with inadequate samples or on anticoagulant therapy. Patients with missing biomarker levels did not differ with respect to age, sex, and stroke severity from patients with established biomarker levels.
Correlations between biomarker levels at baseline are shown in Table III in the online-only Data Supplement. There was good cross-correlation within the subset of inflammatory markers. In addition, fibrinogen, vWF, and D-dimer correlated modestly but statistically significant with each other and the inflammatory markers. HFABP correlated well with sTNFR-1 (r=0.49) and to a lesser extent with the other inflammatory markers and nt-proBNP. Antiphosphorylcholin did not correlate with any other biomarker. All biomarkers but IL6, NGAL, neuron-specific enolase, brain-derived neurotrophic factor, and P-selectin were statistically significantly correlated between baseline and 1 year (Table IV in the online-only Data Supplement). With the exception of P-selectin, brain-derived neurotrophic factor, and neuron-specific enolase, all biomarkers were positively correlated with age, the strongest correlation being for HFABP (r=0.48, Table IV in the online-only Data Supplement).
None of the tested biomarkers were predictive of recurrent nonfatal ischemic stroke or myocardial infarction (Table V in by guest on July 10, 2017 http://stroke.ahajournals.org/ Downloaded from the online-only Data Supplement). In addition, there was no evidence of any significant predictive value for events within the first year after recruitment (data not shown).
All biomarkers except brain-derived neurotrophic factor differed significantly between survivors and nonsurvivors ( Table 2) . Results were similar for univariate analysis of associations with all-cause death in a Cox model either as continuous variables or categorized into tertiles (Table 3; Table VI in the online-only Data Supplement, respectively). After fully adjusting for demographics (age, sex), previous therapy (antiplatelet agents, antihypertensive agents, statin therapy) and risk factors (hypertension, diabetes mellitus, atrial fibrillation, smoking, previous stroke, previous myocardial infarction, previous peripheral artery disease, hyperlipidemia) sTNFR-1, NGAL, CRP, IL6, vWF, nt-proBNP, and HFABP remained predictive of death of any cause (model 3 in Table 3 and Table VI in the online-only Data Supplement, respectively). The strongest associations were detected for sTNFR-1 (per SD-Ln-unit increase: hazard ratio [ . Sensitivity analysis including all significant biomarkers from model 3 into a Coxmodel stratified into 10-year age bands revealed similar results (Table VII in the online-only Data Supplement). Additional analysis of significant biomarkers from model 3 in a separate model including age, sex, and the Charlson Comorbidity Index (CCI) as a validated measure of comorbidity in the context of stroke mortality also revealed similar results (Table VIII in the online-only Data Supplement). Among the biomarkers predictive of all-cause death, we only found for sTNFR-1 some association with case fatality at 30 days (odds ratio=1.75, 95% confidence interval: 0.98-312, P=0.06) and 90 days (odds ratio=1.93, 95% confidence interval: 1.09-3.41; P=0.023) after the recurrent event (Table IX in the online-only Data Supplement).
Multivariate associations of biomarkers with the separate risks of vascular and nonvascular death are given in Previous statin therapy § 232 (25) 141 (25) 91 ( Cardioembolism 151 (16) 63 (11) 88 (24) Large artery 110 (12) 61 (11) 49 (14) Small artery 159 (17) 104 (18) 
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in the online-only Data Supplement. After full adjustment for demographics and risk factors, sTNFR-1, NGAL, vWF, HFABP, and nt-proBNP were predictive of vascular death; the strongest association was detected for nt-proBNP (adjusted HR per SD=1.80, 95% confidence interval: 1.34-2.41, P<0.0001). With the exception of HFABP, all of these biomarkers were associated with known cardiac disease at baseline (Table XI in the onlineonly Data Supplement). Although biomarker associations were already adjusted for previous vascular risk factors, we repeated the analysis after exclusion of patients with known cardiac disease to reduce any residual confounding. Again, all biomarkers except HFABP remained significantly associated with vascular death (Table X in the online-only Data Supplement). Nt-proBNP, HFABP, sTNFR-1, and vWF were similarly predictive of cardiac death, whereas nt-proBNP was the strongest predictor of strokerelated death. IL6, CRP, NGAL, sTNFR-1, and HFABP were predictive of nonvascular death; the strongest associations were detected for HFABP (adjusted HR=1.50, 1. ) . In an analysis of the mortality risk at 2, 3, and 5 years of follow-up stratified by age, sTNFR-1, vWF, HFABP, and nt-proBNP were predictive of all-cause death at each time point and assumption of proportional hazards was valid for each biomarker (Table 4) . For nt-proBNP the predictive value was greatest at older ages. An apparent decrease of the predictive value of sTNFR-1, vWF, and HFABP in the oldest age group appeared to be artifactual because of the small number of survivors with high levels of these biomarkers.
The independent contribution of the four biomarkers taken together added more prognostic information than the established clinical risk factors used in model 3 For analysis of discrimination, we calculated area under receiver operating characteristic curve for age, the CCI, and the four selected biomarkers (nt-proBNP, HFABP, sTNFR-1, and vWF) separately and in combination (Table XIII in Anti-PC indicates antiphosphorylcholin; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; CI, confidence interval; CRP, C-reactive protein; HFABP, heart-type fatty-acidbinding protein; HR, hazard ratio; IL6, interleukin-6; NGAL, neutrophil-gelatinase-associated lipocalin; NSE, neuron-specific enolase; nt-proBNP, N-terminal pro-B-type natriuretic peptide; PZ, protein-Z; sTNFR, soluble tumor necrosis factor α receptor; TM, thrombomodulin; and VWF, von Willebrand factor. *Model 1: adjusted for age and sex; model 2: adjusted for variables in model 1 plus previous therapy with antiplatelet agents, statins, or antihypertensive agents; model 3: adjusted for variables in model 2 plus hypertension, diabetes mellitus, previous myocardial infarction, previous peripheral vascular disease, previous ischemic stroke, atrial fibrillation, current smoker, hyperlipidemia.
†Given per SD(Ln); fibrinogen, vWF, and PZ are given as SD because of normal distribution of levels. ‡Bonferroni-corrected P values given. 
Discussion
In this population-based cohort study, we showed that high levels of biomarkers related to inflammation (sTNFR-1, IL6, CRP, NGAL), cardiac function (nt-proBNP), cardiac and neuronal injury (HFABP), and thrombosis (vWF) were predictive of death in patients with TIA or minor ischemic stroke independently of established risk factors. In common with previous studies, biomarkers were predictive of fatal vascular events and all-cause death but not for nonfatal events. 12, [14] [15] [16] [17] [18] An advantage of our study is that we excluded patients with major stroke making effects on mortality because of reverse causation less likely. In a multivariate model incorporating the biomarkers with the highest predictive value from different pathophysiological groups (sTNFR-1, vWF, nt-proBNP, and HFABP), all 4 biomarkers provided independent prognostic information. Taken together, the predictive value of these biomarkers was larger than that of established clinical risk factors, highlighting the potential of combined biomarker panels focusing on multiple pathophysiological pathways. Importantly, combination of nt-proBNP, HFABP, sTNFR-1, and vWF improved risk discrimination between survivors and nonsurvivors. However, these results have to be validated in future studies and do not imply information on clinical value of biomarkers for prediction of death in patients with TIA or minor stroke at the current stage. 27 We therefore did not include a net reclassification analysis into the present study.
Previous studies investigating the predictive value of the natriuretic peptides BNP and nt-proBNP after stroke or TIA were limited by small sample size, short duration of followup, and inclusion of major strokes. 23 In our study, the predictive value of nt-proBNP after TIA or minor stroke clearly derived from prediction of vascular death. The predictive value increased after exclusion of patients with previous history of cardiac disease, suggesting that nt-proBNP might be a useful marker to target more systematic cardiac evaluation after TIA/minor stroke. The fact that the prognostic value of nt-proBNP was greatest in elderly patients is in line with data deriving from patients with myocardial infarction. 21 An increase of nt-proBNP levels with age has been reported in healthy adults 28 and might reflect a higher prevalence of subclinical cardiac disease or impaired renal function. 29 In our cohort, the number of patients with severe renal failure was low (1%).
HFABP has been reported to be a marker of myocardial ischemia and might serve as a potential marker of ischemic damage in stroke. 30 High concentrations have been associated with mortality after acute coronary syndrome 31 and in the postacute phase after myocardial infarction. 32 Interestingly, HFABPs might also play a role in cancerogenesis, 33, 34 and expression of HFABP has been associated with tumor aggressiveness and development of metastasis. 35 In our data, the association of HFABP with cancer death mainly drove the predictive value of HFABP for all-cause death, and the predictive value increased after exclusion of patients with previously known malignant disease. HFABP might be of value for identification of occult cancer in patients with TIA/minor stroke. However, these findings require replication.
In our study, the prognostic value of inflammatory biomarkers was similar for vascular and nonvascular death. Among the inflammatory markers, sTNFR-1 had the strongest predictive value and was also the only marker to be associated with case fatality of recurrent vascular events. Levels of sTNFR-1 were positively correlated with age, but the association of high sTNFR-1 levels with death was detectable across all age groups. TNFα-activation-of which sTNFR-1 is a good correlate because of a longer half-life in plasma 36 -has been associated previously with the phenomenon of immunosenescence. 22, 37 The association of sTNFR-1 and other inflammatory biomarkers with earlier death in our study might therefore reflect an association with biological age.
One particular strength of our study is the high rate of statin use (84%), antiplatelet therapy or oral anticoagulation (97%), and strict blood pressure control (83%), 38 such that potential for confounding by variation in risk factor control was limited. Our study did, however, have some limitations. First, in the majority of patients we only had a single measurement of biomarkers after the index event. Multiple measurements of biomarkers would offer the opportunity to identify whether patients with persistently increased biomarker concentrations are at especially increased risk of death. However, the correlation between baseline and one-year samples for the main prognostic markers (sTNFR-1, vWF, HFABP, and nt-proBNP) was good. Second, we were unable to measure all biomarkers in the entire patient cohort. Third, even though our sample size and number of deaths were substantial, we could adjust only for a limited number of other predictors of death, and it is possible that some other confounding factors were unmeasured. However, our primary interest is in the predictive utility of these biomarkers rather than any causal association with death. Fourth, our observation might not be specific for TIA and minor stroke, and it is possible that some biomarkers might predict death in other clinical settings. Finally, although there were some subtype-specific effects (the predictive value of nt-proBNP was pronounced in patients with cardioembolic pathogenesis of the index event; data not shown), value of analysis by each etiologic subtype of TIA and stroke was limited as numbers of end points were too small for full adjustment in each group.
Conclusions
In our study, high levels of sTNFR-1, IL6, CRP, NGAL, vWF, nt-proBNP, and HFABP were predictive of earlier death in patients with TIA or minor stroke independently of established demographic factors or clinical risk factors. Nt-proBNP specifically predicted vascular death and HFABP death of malignant disease with the predictive value being higher in patients without preexisting cardiac disease or cancer. If our results could be validated in future studies, nt-proBNP and HFABP would be promising biomarkers for patient selection for screening of underlying cardiac disease or occult cancer in TIA/minor stroke. In addition, in patients with TIA or minor stroke identification of subgroups at particular high risk of cardiac death might influence further therapeutic decisions. 
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Supplementary Methods
Patients
Patients who had an event whilst temporarily away from Oxfordshire were included, but visitors to Oxfordshire who were not registered with one of the study practices were excluded. The population structure derived from the general practice age/sex registers was stable over the study period. Standard definitions of transient ischaemic attack and stroke were used, which have been reported previously.
1,2
Multiple overlapping methods of "hot" and "cold" pursuit were used to achieve near complete ascertainment of all individuals with TIA or stroke. All participating practices held accurate age-sex patient registers, and allowed regular searches of their computerised diagnostic coding systems. All practices refer patients to only one secondary care centre. Case ascertainment was by prospective daily searches for acute events ("hot pursuit") and retrospective searches of hospital and primary care administrative and diagnostic coding data ("cold pursuit"). Hot pursuit was based on the daily assessment of all patients with a possible vascular event identified by: 1) Daily searches of Emergency Department admission and symptom/diagnosis registers; 2) Daily listing from the central admissions department of all patients from our general practices admitted to hospital, and assessment of these patients in hospital; 3) Daily visits to the cardiac surgery and vascular surgery wards and review of daily lists of all patients referred to vascular surgery; 4) Daily identification via Bereavement Officers of patients dead on arrival at hospital or who died soon after; 5) Daily assessment of all patients undergoing diagnostic angiographic, angioplasty/stenting or arterial surgical procedures in any territory. The methods of cold pursuit were: 1) Weekly review of all listed surgical procedures undertaken by vascular and cardiovascular surgery; 2) Frequent contact with general practices and monthly searches of computerised practice diagnostic codes; 3) Monthly practicespecific list of all patients with relevant diagnostic codes from the coding departments covering all acute and community hospitals; 4) Monthly visits to the Coroner's Office to review out-of-hospital deaths; 5) Review of all death certificates and relevant clinical details in the study general practices; 6) Practice-specific listings of all ICD-10 death codes from the local Department of Public Health; 7) Review of vascular surgery outpatient clinic letters to identify all patients attending vascular clinics who were not admitted to hospital.
A study clinician assessed patients as soon as possible after the event. Informed consent was sought, where possible, or assent was obtained from a relative. Standardised clinical history and cardiovascular examination were recorded. We also recorded from the patient, their hospital records and their general practice records, details of the clinical event, medication, past medical history, all investigations relevant to their admission and all interventions occurring subsequent to the event. If a patient died prior to assessment, we obtained eyewitness accounts and reviewed any relevant records. If death occurred outside hospital or prior to investigation, the autopsy result was reviewed. Clinical details were sought from primary care physicians or other clinicians on all deaths of possible vascular aetiology. Clinical assessments and initial diagnoses were made by clinical research fellows. All cases were also reviewed by a senior neurologist (PMR).
All patients were followed-up face-to-face at 1month, 6 months, 1, 5 and 10 years by a research nurse or physician to determine recurrent strokes and acute coronary events. We defined non-fatal and fatal acute coronary events according to published criteria 3 based on the availability of history, ECG findings, cardiac biomarkers, autopsies, or death certificates. ST-elevation myocardial infarction and non-ST elevation myocardial infarction were defined by using standard criteria. 4 For patients who had moved out of the study area, telephone follow-up was performed. All recurrent strokes or cardiac events that presented to medical attention would also have been identified acutely by the ongoing daily case-ascertainment. If a recurrent vascular event was suspected at a follow-up visit or referred by the family physicians to clinic or admitted, the patient was reassessed and investigated by a study clinician.
Assay Methods
Samples included EDTA whole blood, serum, 3.2 buffered tri-sodium citrate, Lithium heparin and EDTA plasma. Anticoagulant was contained within vacutainer-tubes r (Becton Dickinson UK). Samples were centrifuged at 4000g for 10 minutes and aliquots of serum and plasma were stored at -80 0 C prior to analysis as soon as possible after sampling; all times from sampling to freezing were documented and samples were typically frozen within four hours. Prior to assay, samples were thawed for use at 37 o C for ten minutes and mixed gently.
A Biochip multiple immunoassay system (Randox Laboratories Ltd, Co Antrim, UK) using lithium-heparin simultaneously measured biomarkers via two panels: Cerebral Array I for BDNF, IL-6, and hFABP, and Cerebral Array II for CRP, NSE, NGAL, sTNF-R1 and TM. All assays underwent reproducibility studies using an internal control of pooled normal lithium-heparin plasma in addition to control materials supplied by the manufacturers. Citrate plasma was used for measuring the thrombotic markers fibrinogen, D-dimer and vWF antigen by immunoturbidometric assays (Sta-Liatest vWF and Sta-Liatest D-Dimer, DiagnosticaStago, Asniers, France) using a diagnostic automated coagulation analyser STA (DiagnosticaStago, Asniers, France). These assays have well defined internal quality control and external control through participation in national quality assurance schemes. Commercial ELISA kits were used to assay human P-selectin (R&D Systems, UK), PZ (DiagnosticaStago, France) and NT-proBNP (Biomedica, Austria). Serum samples were used for anti-PC antibodies (CVDefine R , Athera Biotechnologies AB, Stockholm, Sweden) adhering to manufacturers recommendations. Patients taking coumarin at the time of sampling were excluded from PZ analysis because of the effect on protein synthesis.
Statistics
Continuous data were given as mean (SD) or median (IQR) as appropriate, categorical data were given as n (%). For analysis of categorical data the chi2-test or Fisher's exact test and for analysis of continuous data the Mann-Whitney U test was used, as appropriate. Correlations of biomarkers or of biomarkers and age were calculated by Spearman rank correlations. For survival analysis Cox proportional hazard models were used. Biomarkers were entered into the model as SD-increase. With the exception of vWF, Fibrinogen and PZ, which were normally distributed, all biomarkers were log-transformed. Associations of biomarkers with all-cause death and non fatal ischaemic stroke/myocardial infarction were calculated unadjusted, adjusted for age and sex (model 1); adjusted for variables included in model 1 plus previous therapy with antiplatelet agents, previous therapy with antihypertensive agents and previous therapy with statins (model 2); and adjusted for variables included in model 2 plus hypertension, diabetes, atrial fibrillation, previous myocardial infarction, previous ischaemic stroke, previous peripheral artery disease, hyperlipidemia and smoking (model 3). In addition, a model entering biomarkers categorised into tertiles was calculated. Case 30-day and 90-day-fatality was assessed using logistic regression. For analysis of vascular and non-vascular death and all other secondary endpoints, all significant variables from model 3 were used (IL6, CRP, NGAL, sTNFR-1, vWF, hFABP and nt-proBNP). The inflammatory biomarker with the highest hazard ratio (sTNFR-1) along with the other significant biomarkers of model 3 [i.e. vWF (thrombotic), hFABP (cardiac and neuronal injury), nt-proBNP (cardiac function)] was selected for a conjoined model incorporating biomarkers and covariates used in model 3. The four selected biomarkers were also tested in a model adjusting for age, sex and the Charlson Comorbidity Index (CCI) a measure of comorbidity, which has been previously validated in the context of stroke mortality. 5, 6 Atrial fibrillation was included into the CCI as previously described. 6 In order to analyse consistency of our results over time and age, separate models for year 2, 3 and 5 of follow-up were assessed and stratified by age-bands (<70/70-80/>=80 years). We tested the discriminative ability of the model by comparing the four selected biomarkers separately (dichotomised, comparing the top-tertile with the lower two tertiles) and in combination with age (for this analysis stratified into 5 year bands: <50, 50-54, 55-59, 60-64, 65-69, 70-74, 75-79, ≥80 years) and the CCI (stratified into 4 groups: 0, 1,2, ≥3 points, as previously described 6 ) by c-statistic and the integrated discrimination improvement (IDI). For this purpose, biomarkers were analysed together comparing top-tertiles with the lower two tertiles and classified into categories (all biomarkers with levels within the top-tertile; three biomarkers with levels in the top-tertile; two biomarkers with levels in the top-tertile; one biomarker with levels in the top-tertile; all biomarkers with levels in the lower two tertiles). All deaths with the underlying cause coded for the purposes of national statistics as being due to ischaemic heart disease (ICD I219, I251, I259), aortic valve stenosis (I350), heart failure (I500, I501), cerebrovascular disease (ICD I606, I619, I633, I634, I639, I64X, I678, I679, I69, I698), peripheral vascular disease (ICD I710, I711, I713, I714, I739), hypertensive renal failure (I12.0); in addition 1 case of visceral ischaemia was added (K559)
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ii.
All certified stroke deaths
All deaths where the underlying cause of death was coded for the purposes of national statistics as being due to cerebrovascular disease (ICD I606, I619, I633, I634, I639, I64X, I678, I679, I694, I698)
All certified cardiac deaths All deaths with the underlying cause coded for the purposes of national statistics as being due to ischaemic heart disease (ICD I219, I251, I259), heart failure (I500, I501) or aortic valve stenosis (I350)
All certified cancer deaths All deaths with the underlying cause coded for the purposes of national statistics as being due to malignant neoplasms: tongue (C029), digestive organs (C139, C029, C159, C169, C18, C029, C189, C029, C20, C229, C259), respiratory and intrathoracic organs (C349), melanoma (C439), mesothelial and soft tissue (C459), breast (C509), prostate (C619), bladder (C679), brain (C719), unspecified (C80) andlymphoid, haematopoietic and related tissue (C831, C838, C859, C900, C920); in addition one case of chronic myeloproliferative disease (D471) was added
All other systems deaths
All deaths with the underlying cause coded for the purposes of national statistics as being due to infections (A047, A415, I38, I802, M869), diseases of the digestive system (K20, K254, K274, K46.1, K529, K572, K578, K659, K709, K922,) diseases of the respiratory system (J180, J189, J22, J439, J440, J449, J459, J841, J988), renal diseases (N039, N189, N390), autoimmune diseases (M313), osteoporosis (M819), diabetes mellitus (E115, E149) or pulmonary embolism (I269)
All certified deaths of miscellaneous causes
All deaths with the underlying cause coded for the purposes of national statistics as being due to neurodegenerative disease (F019, F03, G122, G200, G309), old age (R54), accidents, falls and intentional selfharm (V031, V092, W070, W100, W190, X318, X599, X74) Профилактике развития повторного инсульта после транзиторной ишемической атаки (ТИА) или ише-мического инсульта, как правило, уделяют основное внимание в исследованиях и при лечении. Тем не менее преждевременная смерть после ТИА или инсульта чаще всего обусловлена заболеваниями сердца или онко-логическими заболеваниями, а не инсультом [1] [2] [3] . Действительно, и бессимптомные заболевания сердца [4, 5] , и бессимптомные онкологические заболевания [6, 7] также часто причинно связаны со случаями раз-вития ТИА и инсульта. В настоящее время нет реко-мендаций по проведению полного диагностического обследования на предмет выявления бессимптомного заболевания сердца или онкологических заболеваний у всех пациентов с ТИА или инсультом.Тем не менее ранняя диагностика позволяет назначить эффективное лечение или даже вылечить больного.
Supplementary
В ранее проведенных исследованиях содержались данные о прогностической ценности различных био-маркеров, связанных с различными патофизиологи-ческими механизмами развития заболеваний, такими как воспаление, заболевание сердца или артериальный тромбоз, в отношении развития сердечно-сосудистых событий и летального исхода у лиц с и без ранее сущест-вующего сердечно-сосудистого заболевания [8] [9] [10] [11] . Однако результаты исследований по изучению значи-мости биомаркеров в отношении развития повторного сосудистого события или смерти после ТИА и инсульта были противоречивыми [12] [13] [14] . В целом прогностичес-кая ценность большинства биомаркеров, по всей види-мости, больше в отношении развития фатальных сер-дечно-сосудистых событий и смерти от различных при-чин, чем нефатальных сосудистых событий [12, [15] [16] [17] [18] . Эти выводы в некоторой степени свидетельствуют о том, что некоторые биомаркеры могут быть ассо-циированы с серьезными фоновыми заболеваниями, а не непосредственно с повторными сосудистыми собы-тиями. Содержание большинства биомаркеров увели-чивается с возрастом [19] [20] [21] , и повышение уровня провоспалительных медиаторов, таких как интерлей-кин-6 (ИЛ-6) или фактор некроза опухоли α (ФНО-α) было отмечено при многих заболеваниях, связанных со старением, таких как атеросклероз и онкологические заболевания [22] . Однако в предыдущих исследованиях биомаркеров при ТИА и инсульте не приводили данных о наличии ассоциации биомаркеров со смертностью от различных причин [12, 23] .
В связи с этим цель настоящего исследования заклю-чалась в проверке в проспективной популяционной выборке пациентов с ТИА или малым ишемическим инсультом ассоциации панели биомаркеров, связанных с воспалением, тромбозом, дисфункцией или поврежде-нием сердца и нейронов, со смертностью от различных причин, особенно смерти от сердечных заболеваний и смерти от онкологических заболеваний, несмотря на отсутствие ассоциаций с риском развития нефаталь-ных сосудистых событий.
■ МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ Пациенты
Методы проведения исследования Oxford Vascular Study (OXVASC) были описаны ранее [24] . Исследование OXVASC является продолжающимся популяционным исследованием заболеваемости и исходов церебровас-кулярных, сердечно-сосудистых и периферических сосудистых событий. Популяцию исследования состав-ляют 92 728 лиц различного возраста, зарегистрирован-ные у 100 семейных врачей в 9 офисах общей врачебной практики в Оксфордшире, Великобритания. Критерием ТИА, в соответствии с определением Всемирной орга-низации здравоохранения [25] , было острое очаговое нарушение неврологических функций или односторон-нее нарушение зрения с продолжительностью симпто-мов <24 часов, предположительно в результате недоста-точного кровоснабжения головного мозга или сетчатки глаза в результате артериального тромбоза, низкой ско-рости кровотока или эмболии, связанной с патологией артерий, сердца или гематологическими заболевания-ми. Критерием малого инсульта была оценка по шкале тяжести инсульта Национальных институтов здраво-охранения ≤3 баллов. Подробное описание процесса верификации случаев и ведения наблюдения представ-лено в разделе «Методы» в дополнительных данных on-line. Методология исследования Oxford Vascular Study была одобрена Оксфордширским Комитетом по этике исследований. Все пациенты дали информированное согласие.
Классификацию летальных исходов проводили путем изучения историй болезни и свидетельств смерти в офисах общей врачебной практики, участвующих в исследовании, при ослеплении относительно данных о содержании биомаркеров. Из центральных реест-ров получили списки специфических кодов летальных исходов по МКБ-10 (Международной классификации болезней 10-го пересмотра). Причины развития леталь-ного исхода классифицировали как смерть от сосудис-тых причин и смерть от несосудистых причин. Смерть от сосудистых причин подразделили на смерть, связан-ную с инсультом, заболеваниями сердца и другими забо-леваниями. Смерть от несосудистых причин стратифици-ровали на смерть, связанную с онкологическим заболе-ванием, смерть, связанную с поражением других систем (дыхательной, пищеварительной системы, развитием инфекции, метаболических нарушений), и смерть по различным причинам, включая нейродегенератив-ные заболевания, падения, старость и несчастные слу-чаи. Подробная информация об определениях, исполь-зованных для классификации летальных исходов, при-ведена в таблице I в дополнительных данных on-line. Коэффициенты дисперсии внутри и между анализами для каждого метода определения уровня биомаркеров приведены в таблице II в дополнительных данных online. Все анализы проводили при ослеплении относи-тельно статуса исследования.
Взятие и анализ проб крови
Статистический анализ
Непрерывные данные представлены в виде среднего значения (СО) или медианы (межквартильный размах) в соответствующих случаях, а категориальные пере-менные -в виде n (%). Для анализа категориальных переменных использовали критерий хи-квадрат или точный критерий Фишера, для анализа непрерывных переменных использовали критерий Манна-Уитни, в случае необходимости. Корреляции биомаркеров или биомаркеров и возраста рассчитывали по коэффи-циенту ранговой корреляции Спирмена. Для анализа выживаемости применяли модели пропорциональных рисков Кокса. Дискриминацию модели определили Уровни биомаркеров приведены в таблице 2. Образцы крови анализировали с помощью системы для про-ведения нескольких иммунологических исследова-ний и с использованием специфических тестов для тромботических маркеров (за исключением тромбо-модулина, который был включен в систему для прове-дения нескольких иммунологических исследований), nt-proBNP и aнтител к антифосфорилхолину. Для ана-лиза двух панелей системы для проведения нескольких иммунологических исследований у 55 пациентов был недостаточный объем пробы или их результаты были утеряны из-за сбоя в проведении анализов. Содержание nt-proBNP определили у 886 пациентов после исклю-чения 43 пациентов с недостаточным объемом пробы. Содержание тромботических маркеров (за исключени-ем тромбомодулина) измерили у 735 лиц после дальней-шего исключения пациентов с недостаточным объемом пробы или принимавших антикоагулянтные препараты. Пациенты, у которых не удалось определить уровни биомаркеров, не отличались по возрасту, полу и тяжес-ти инсульта от пациентов с установленными уровнями биомаркеров.
Корреляции между исходными уровнями биомар-керов представлены в таблице III в дополнительных данных on-line. Следует отметить хорошую перекрест- (11) 88 (24) атеросклероз крупной артерии 110 (12) 61 (11) 49 (14) болезнь мелких сосудов 159 (17) 104 (18) 55 (15) неопределенная причина 414 (45) 293 (52) 121 (34) неизвестная (неполное обследование) 54 (6) 20 (4) 34 (9) множественные причины 14 (2) 4 (1) 10 (3) другие 27 (3) 23 (4) 4 (1) Примечание. Кроме того, фибриноген, фактор фон Виллебранда и D-димер умеренно, но статистически значимо корре-лировали между собой и с воспалительными биомарке-рами. HFABP четко коррелировал с sTNFR-1 (r=0,49) и в меньшей степени с другими маркерами воспаления и nt-proBNP. Антифосфорилхолин не коррелировал ни с одним из биомаркеров. Отметили статистически достоверную корреляцию между исходным содержа-нием всех биомаркеров и их содержанием через 1 год, за исключением ИЛ6, NGAL, нейрон-специфической энолазы, нейротрофического фактора головного мозга и Р-селектина (таблица IV в дополнительных данных on-line). После исключения Р-селектина, нейротрофи-ческого фактора головного мозга и нейрон-специфи-ческой энолазы все биомаркеры положительно кор-релировали с возрастом, при этом наиболее сильную корреляцию отметили для HFABP (r=0,48, таблица IV в дополнительных данных on-line). Ни один из изученных биомаркеров не был пре-диктором развития повторного нефатального ишеми-ческого инсульта или инфаркта миокарда (таблица V в дополнительных данных on-line). Кроме того, не было доказательств значимой прогностической ценности биомаркеров в отношении развития событий в течение первого года после зачисления в исследование (данные не приведены).
Таблица 1. Исходные характеристики всех пациентов с ТИА и малым инсультом, стратифицированных на выживших и невыживших
ЦВЗ -цереброваскулярное заболевание; МКР -межквартильный размах; ИМ -инфаркт миокарда; NIHSS -шкала тяжести инсульта Национальных институтов здравоохранения; ЗПА -заболевание периферических артерий. ТИА -транзиторная ишемическая атака. * -цифры отража-ют n (%), если не указано иное. † -значения р получены по результатам точного теста Фишера, теста хи-квадрат или U-теста
За исключением нейротрофического фактора голов-ного мозга, выявили значимое различие в содержа-нии всех биомаркеров между выжившими и умершими пациентами (таблица 2). Результаты были сходными в однофакторном анализе ассоциаций смерти от раз-личных причин в модели Кокса в качестве непрерывной переменной или в качестве переменной, разделенной на тертили (таблица 3; таблица VI в дополнительных данных on-line соответственно). После внесения всех поправок на демографические факторы (возраст, пол), использование различных препаратов (антиагреганты, гипотензивные препараты, статины) и факторы риска (артериальная гипертензия, сахарный диабет, фибрил-ляция предсердий, курение, инсульт инфаркт миокарда и заболевание периферических артерий в анамнезе, гиперлипидемия), sTNFR-1, NGAL, СРБ, ИЛ-6, фак-тор фон Виллебранда, nt-proBNP и HFABP оставались предикторами смерти от различной причины (Модель 3 в таблице 3 и таблице VI в дополнительных данных on-line соответственно). Самые значимые ассоциа-ции обнаружили для sTNFR-1 (увеличение на СО-Ln-единицы: отношение рисков [ Многофакторные ассоциации биомаркеров с различ-ными рисками сосудистой и несосудистой смерти при-ведены в таблице X в дополнительных данных on-line. После внесения всех поправок на демографические данные и факторы риска, sTNFR-1, NGAL, фактор фон Виллебранда, HFABP и nt-proBNP были предикто-рами сосудистой смерти; самые значимые ассоциации обнаружили для nt-proBNP (скорректированный ОР на 1 СО=1,80, 95% ДИ от 1,34 до 2,41; p<0,0001).
Примечание. Anti-PC -антифософорилхолин; BDNF -нейротрофический фактор головного мозга; СРБ -С-реактивный белок; HFABP -сердечный белок, связывающий жирные кислоты; ОР -отношение рисков; ИЛ-6 -интерлейкин-6; МКР -межквартильный размах; NGAL -липокалин, ассоции-рованный с желатиназой нейтрофилов; NSE -нейрон-специфическая энолаза, nt-proBNP -N-терминальный натрийуретический пептид про-B-типа; PZ -пептид-Z; sTNFR-1 -растворимый рецептор фактора некроза опухоли α; TM -тромбомодулин. * -U-тест
За исключением HFABP все эти биомаркеры были ассоциированы с известным исходным наличием забо-левания сердца (таблица XI в дополнительных данных on-line). Хотя при изучении ассоциации биомаркеров уже вносили поправки на известные сосудистые фак-торы риска, мы повторили анализ после исключения пациентов с известным заболеванием сердца для умень-шения остаточного смешивания. При этом обнару-жили, что все биомаркеры, кроме HFABP, оставались в значительной степени ассоциированными с сосу-дистой смертью (таблица X в дополнительных дан-ных on-line). Nt-proBNP, HFABP, sTNFR-1 и фактор фон Виллебранда сохранили свою прогностическую значимость в отношении сердечной смерти, в то время как nt-proBNP был значимым предиктором смерти от инсульта. ИЛ-6, СРБ, NGAL, sTNFR-1 и HFABP были предикторами несосудистой смерти; наибо-лее значимую ассоциацию обнаружили для HFABP (скорректированный ОР=1,50, 95% ДИ от 1 34, 1,11-1,62; p=0,002) . В поша-говой модели получили аналогичные результаты (дан-ные не представлены). При анализе риска развития летального исхода через 2, 3 и 5 лет наблюдения, стратифицированного по возрасту, sTNFR-1, фактор фон Виллебранда, HFABP и nt-proBNP были предик-торами смерти от всех причин в каждой временнóй точке и предположение о пропорциональных рис-ках было действительным в отношении каждого био-маркера (таблица 4). Для nt-proBNP прогностическая значимость была максимальной в пожилом возрасте. Очевидно, что снижение прогностической ценности sTNFR-1, фактора фон Виллебранда и HFABP в пожи-лой возрастной группе оказалось артефактом из-за небольшого числа выживших с высоким содержанием этих маркеров.
Независимое влияние четырех биомаркеров в сово-купности позволило получить больше прогностичес-кой информации, чем известные клинические фак-торы риска, используемые в Модели 3 (клинические факторы риска: хи-квадрат=43; p=0,002; 4 биомаркера: хи-квадрат=55; p<0,0001; таблица XII в дополнитель-ных данных on-line). Результаты были аналогичны и качественно не отличались в модели с использованием CCI вместо сосудистых факторов риска из Модели 3 (CCI: хи-квадрат=37; р=0,0001,четыре биомаркера: хи-квадрат=80; p<0,0001) или в модели с включением всех факторов риска (т.е., с добавлением факторов риска, не включенных в CCI, в модель, содержащую CCI; данные не показаны).
Для анализа дискриминации, мы рассчитали площадь под рабочей характеристической кривой для возраста, CCI и четырех выбранных биомаркеров (nt-proBNP, HFABP, sTNFR-1 и фактор фон Виллебранда) отдельно и в сочетании (таблица XIII в дополнительных дан-ных on-line). Добавление четырех биомаркеров привело к значительному улучшению дискриминации модели (модель, содержащая возраст и CCI плюс четыре био-маркера: площадь под рабочей характеристической кри-вой 0,844 по сравнению с 0,824 без биомаркеров; интег-рированный индекс дискриминации=0,028; p=0,0001). При калибровке модели не выявили значительного отклонения между прогнозируемыми и наблюдаемыми рисками (p=0,82).
■ ОБСУЖДЕНИЕ В проведенном популяционном когортном исследо-вании мы показали, что высокое содержание биомар-керов, связанных с воспалением (sTNFR-1, ИЛ6,СРБ, NGAL), дисфункцией сердца (nt-proBNP), поврежде-нием сердца и нейронов (HFABP), и тромбозом (фактор фон Виллебранда) было предиктором развития леталь-ного исхода у пациентов с ТИА или малым ишемическим инсультом независимо от известных факторов риска. В соответствии с результатами предыдущих исследова-ний, биомаркеры были предикторами фатального сосу-дистого события и смерти от всех причин, но не нефа-тальных событий [12, [14] [15] [16] [17] [18] . Преимущество настояще-го исследования заключается в том, что мы исключили пациентов с тяжелыми инсультами, в связи с чем снизи-ли вероятность обратной причинно-следственной связи Примечание. ДИ -доверительный интервал; HFABP -сердечный белок, связывающий жирные кислоты; ОР -отношение рисков; nt-proBNP -N-терминальный натрийуретический пептид про-B-типа; sTNFR-1 -растворимый рецептор фактора некроза опухоли α. * -представлены в виде 1 СО (Ln) за исключением уровня фактора фон Виллебранда, для которого представлено СО из-за нормального распределения уровней. ЭПИДЕМИОЛОГИЯ И КЛИНИКА со смертностью. В многофакторной модели, включаю-щей биомаркеры с высокой прогностической ценнос-тью из различных патофизиологических групп (sTNFR-1, фактор фон Виллебранда, nt-proBNP и HFABP), все 4 биомаркера предоставляли независимую прогности-ческую информацию. В совокупности прогностическая значимость этих биомаркеров была больше, чем извес-тных клинических факторов риска, подчеркивая потен-циал использования панели биомаркеров, отражающих различные патофизиологические механизмы. Важно отметить, что сочетание nt-proBNP, HFABP,sTNFR-1 и фактора фон Виллебранда улучшало дискриминацию риска между выжившими и скончавшимися пациен-тами. Тем не менее эти результаты необходимо под-твердить в будущих исследованиях, поскольку они не позволяют получить информацию о клинической значимости биомаркеров в отношении прогнозирова-ния развития летального исхода у пациентов с ТИА или малым инсультом на современном этапе [27] . В связи с этим в настоящее исследование не включили чистый реклассификационный анализ.
Ранее проведенные исследования по изучению про-гностической ценности натрийуретических пептидов BNP и nt-proBNP после инсульта или ТИА были огра-ничены небольшим размером выборки, малой про-должительностью периода наблюдения и включени-ем пациентов с тяжелыми инсультами [23] . В нашем исследовании, прогностическая значимость nt-proBNP после ТИА или малого инсульта четко вытекала их прогнозирования сосудистой смерти. Прогностическая ценность увеличилась после исключения пациентов с заболеванием сердца в анамнезе, свидетельствуя о том, что nt-proBNP может быть полезным маркером для прицельного, более тщательного обследования сер-дца после ТИА/малого инсульта. Тот факт, что про-гностическая ценность nt-proBNP была максимальной у пожилых пациентов, соответствует данным, получен-ным в исследованиях у пациентов с инфарктом мио-карда [21] . Повышение содержания nt-proBNP с воз-растом происходит у здоровых людей [28] и, возможно, отражает высокую распространенность субклинической патологии сердца или нарушения функции почек [29] . В нашей выборке число пациентов с тяжелой почечной недостаточностью было небольшим (1%).
HFABP является маркером ишемии миокарда, и может служить в качестве потенциального маркера ишемического повреждения при инсульте [30] . Высокое содержание HFABP было ассоциировано с высоким уровнем смертности после острого коронарного синдро-ма [31] и в подостром периоде инфаркта миокарда [32] . Интересно, что HFABP также может играть роль в канцерогенезе [33, 34] , и экспрессия HFABP была ассоциирована с агрессивностью опухоли и развитием метастазов [35] . В нашем исследовании ассоциация HFABP со смертью от рака в основном сводилась к про-гностической ценности HFABP в отношении смерти от всех причин, и прогностическая значимость увели-чилась после исключения пациентов с известным онко-логическим заболеванием. HFABP может иметь значе-ние для выявлении бессимптомного рака у пациентов с ТИА/малым инсультом. Тем не менее эти данные тре-буют репликации.
В нашем исследовании прогностическая ценность воспалительных биомаркеров была одинаковой в отно-шении сосудистой и несосудистой смерти. Среди вос-палительных маркеров только sTNFR-1 обладал зна-чимой прогностической ценностью и был единствен-ным маркером, ассоциированным с летальным исходом после повторных сосудистых событий. Уровни sTNFR-1 положительно коррелировали с возрастом, но ассоци-ация высокого содержания sTNFR-1 со смертью была обнаружена во всех возрастных группах. Активация ФНО-α -с которым четко коррелирует sTNFR-1 из-за длительного периода полураспада в плазме [36] -был ранее ассоциирован с феноменом «старения» иммунной системы [22, 37] . Ассоциация sTNFR-1 и других вос-палительных биомаркеров с ранней смертью в нашем исследовании может отражать связь с биологическим возрастом.
Одной из наиболее сильных сторон нашего исследо-вания является высокая частота использования стати-нов (84%), антиагрегантов или пероральных антикоа-гулянтов (97%) и строгий контроль артериального дав-ления (83%) [38] , в связи с чем смешивание, связанное с вариациями в контроле факторов риска, было огра-ничено.
Тем не менее следует отметить ряд ограничений. Во-первых, у большинства пациентов определение содержания биомаркеров выполняли однократно после учетного события. Контроль содержания биомаркеров в динамике позволил бы определить связь между стой-кой повышенной концентрацией биомаркеров и высо-ким риском развития летального исхода. Тем не менее была хорошая корреляция между исходными показа-телями и показателями через 1 год наблюдений в отно-шении основных прогностических маркеров (sTNFR-1, фактор Виллебранда, HFABP и nt-proBNP). Во-вторых, нам не удалось определить содержания всех биомарке-ров во всей выборке пациентов. В-третьих, даже если размер выборки и число летальных исходов в нашем исследовании были достаточными, мы могли вносить поправки только на ограниченное количество других предикторов летального исхода, и вполне вероятно, что мы не учли некоторых других вмешивающихся факто-ров. Тем не менее основным предметом нашего изуче-ния была предиктивная ценность этих биомаркеров, а не какая-либо причинно-следственная связь со смер-тью. В-четвертых, полученные результаты могут быть неспецифичны в отношенииТИА и малого инсульта, и вполне возможно, что некоторые биомаркеры могут быть предикторами летального исхода в других кли-нических ситуациях. Наконец, несмотря на наличие некоторых эффектов, связанных с отдельными вариан-тами инсульта (прогностическая ценность nt-proBNP у пациентов с кардиоэмболическим патогенезом учет-ного события; данные не показаны), значение анализа каждого этиологического варианта ТИА и инсульта было ограничено, поскольку число конечных точек было слишком небольшим для полного внесения поп-равок в каждой группе. О уровнем смертности после острого коронарного синдро-О уровнем смертности после острого коронарного синдро-ма [31] и в подостром периоде инфаркта миокарда [32] . О ма [31] и в подостром периоде инфаркта миокарда [32] . Интересно, что HFABP также может играть роль ■ ВЫВОДЫ В исследовании высокие уровни sTNFR-1, ИЛ-6, СРБ, NGAL, фактора фон Виллебранда, nt-proBNP и HFABP были предикторами развития раннего леталь-ного исхода у пациентов с ТИА или малым инсультом независимо от установленных демографических факто-ров или клинических факторов риска. Nt-proBNP был значимым предиктором смерти от сосудистого заболе-вания, а HFABP -летального исхода от злокачествен-ного заболевания, при этом прогностическая ценность была выше у пациентов без заболеваний сердца или злокачественных заболеваний в анамнезе. В случае подтверждения наших результатов в будущих исследо-ваниях nt-proBNP и HFABP могут быть перспективны-ми биомаркерами для отбора пациентов для скринин-га заболеваний сердца или бессимптомного рака при ТИА/малом инсульте. Кроме того, у пациентов с ТИА или малым инсультом выявление подгрупп пациентов с высоким риском развития сердечной смерти может повлиять на дальнейшую тактику ведения пациентов.
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